Quim. Nova, Vol. 33, No. 3, 591-597, 2010

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM
SEDIMENTOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA MONODIMENSIONAL E BIDIMENSIONAL ABRANGENTE

COM MICRO DETECTOR DE CAPTURA DE ELETRONS

Juliana Macedo da Silva, Cldudia Alcaraz Zini e Elina Bastos Caramao*#
Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9500, 91501-970 Porto Alegre — RS, Brasil

Ewelin Monica Paturi Navarro Canizares e Karen Alam Leal

Artigo

Fundagdo Estadual de Protecdo Ambiental Henrique Luiz Roessler, Rua Aurélio Porto, 37, 90620-090 Porto Alegre — RS, Brasil

Recebido em 22/3/09; aceito em 19/8/09; publicado na web em 24/2/10

DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHODS FOR PESTICIDES IN SEDIMENTS BY MONODIMENSIONAL AND
COMPREHENSIVE TWO-DIMENSIONAL GAS CHROMATOGRAPHY WITH MICRO ELECTRON-CAPTURE DETECTION.
The development of analytical methods for determination of eight pesticides of different chemical classes (trichlorfon, propanil,

fipronil, propiconazole, trifloxystrobin, permethrin, difenoconazole and azoxystrobin) in sediments with gas chromatography-

micro-electron capture detector (GC/LECD) and comprehensive two-dimensional gas chromatography with micro-electron capture
detector (GCxGC/UECD) is described. These methods were applied to real sediment samples, and the best results were obtained
using a 5% diphenyl-methylpolysiloxane column for 1D-GC. For GCxGC the same column was employed in the first dimension
and a 50%-phenyl-methylpolysiloxane stationary phase was placed in the second dimension. Due to the superior peak capacity and

selectivity of GCxGC, interfering matrix peaks were separated from analytes, showing a better performance of GCxGC.
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INTRODUCAO

O homem vem usufruindo os recursos naturais sem levar em
consideragdo todo o cuidado necessdrio com sua reposi¢do ou
preservacdo e, com isso, muitos recursos hidricos se encontram em
situacdlo precdria, seja pela atividade agricola ou por outras atividades
antrépicas. A utilizacdo de agrotoxicos na agricultura vem obtendo
cada vez mais destaque no cendrio mundial. O Brasil, que até 2007
era o quarto colocado no consumo desses compostos, em 2008 passou
a ocupar o segundo lugar, considerando o consumo de dez paises que
contribuem com 70% do consumo mundial.!

Os agrotdxicos pertencem a classe dos poluentes ambientais mais
estudados atualmente e sua determina¢do em diferentes matrizes se
torna cada vez mais necessdria, devido a relagdo direta entre satide e
qualidade ambiental. Nesse contexto, o desenvolvimento de técnicas
de separagdo, identificag@o e quantificag@o desses compostos ganha
grande destaque para que os limites de detec¢do e quantificacio de
tais métodos sejam cada vez menores e contemplem os limites mé-
ximos de residuos (LMR) estabelecidos pelos 6rgdos competentes.
Atualmente, a cromatografia gasosa € a técnica mais utilizada para a
determinacéo desses compostos em diferentes matrizes.>

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido intensamente
aplicada na pesquisa de residuos em diferentes matrizes devido a
capacidade de detectar compostos termicamente instdveis e nao vo-
lateis, que ndo sdo identificados por cromatografia gasosa. A literatura
cientifica apresenta alguns artigos de revisdo em que o potencial desta
técnica acoplada a espectrometria de massas € discutida. Devido
ao grande poder de separag@o para andlise de matrizes complexas,
a técnica € considerada sensivel e seletiva e prové identificaciio
segura em baixas concentra¢des para diferentes analitos.’* Porém,
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para amostras complexas, contendo de 150 a 250 compostos de
interesse, por exemplo, a separagio obtida por cromatografia gasosa
ou liquida, com uma tunica coluna, ndo € suficiente para separacio
de todos os compostos. Outras técnicas multidimensionais como
GC-GC (cromatografia gasosa bidimensional de fragdes parciais
ou de heartcut), HPLC-GC (cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a cromatografia gasosa) e SFC-GC (cromatografia com
fluido supercritico acoplada a cromatografia gasosa) ndo produzem
também a separagio efetiva de todos os analitos.>¢

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC) é
uma técnica relativamente recente, idealizada em 1991 por Phillips’
e apresenta grande poder de separacio. Na GCxGC, geralmente, duas
colunas cromatograficas de diferentes mecanismos de retencdo siao
acopladas em série, sendo a primeira de dimensdes convencionais e
a segunda mais curta, do tipo fast-GC. O modulador € considerado
0 “coracdio” da técnica e € acoplado entre as duas colunas, tendo a
fun¢@o de amostrar e focalizar as estreitas fracdes eluidas da primei-
ra coluna e, em seguida, liberar estas porcdes, rapidamente, para a
segunda coluna. O termo “abrangente” € utilizado para designar que
todo o efluente da primeira dimensao, ou uma parte representativa do
mesmo, seja introduzido na segunda dimenséo (°D), sem perda das
caracteristicas da separa¢o na 'D (primeira dimens?o). Os principios
da GCxGC, aspectos instrumentais, nomenclatura e aplica¢des a
diversas matrizes encontram-se abordados na literatura cientifica.®!2

Mondello e colaboradores'® descrevem a GCxGC como sendo
uma das inovag¢des mais revoluciondrias na cromatografia gasosa. Os
autores também afirmam que, provavelmente, a diferenca do poder
de separagdo entre a GCxGC e a 1D-GC (cromatografia gasosa mo-
nodimensional) seja ainda maior do que a diferenca existente entre
as colunas capilares e empacotadas. Em geral, a GCxGC apresenta
quatro vantagens sobre a 1D-GC: aumento de resolucio; aumento
de sensibilidade devido a reconcentracdo da banda do soluto durante
o processo de modulagdo, favorecendo a detecgdo de componentes
em nivel de tragos; construgio de cromatograma °D (bidimensional)
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com estruturagao por compostos quimicamente similares e, aumento
da capacidade de pico, pois a retencdo nas duas colunas através de
diferentes mecanismos de intera¢@o analito-fase estaciondria, faz com
que a capacidade tedrica de pico na GCxGC se aproxime do produto
das capacidades de pico das duas dimensdes.>!314

Uma consequéncia importante da utilizagdo dos agrotdxicos na
agricultura € a possivel presenca de residuos desses compostos e de
seus metabdlitos em alimentos. Investigacio sobre o poder de separacio
da GCxGC/TOFMS (TOFMS, detector de espectrometria de massas
com analisador por tempo de voo - Time-of-Flight Mass Spectrometry)
para determinag¢@o de 58 compostos da classe dos organofosforados
e nitrogenados em amostras alimenticias foi realizado por Dalliige e
colaboradores.'> Os autores observaram que a determinac@o de alguns
compostos por 1D-GC/TOFMS seria prejudicada em fungio da coeluigio
com interferentes da matriz, ja que o espectro de massas obtido pela
deconvolugio espectral ou pela subtragdo da linha de base ndo € claro
o suficiente para proporcionar a identifica¢@o dos analitos de interesse.
Em outro estudo de otimizacao de metodologia para determinacao de
51 agrotéxicos em uva, Banerjee e colaboradores'® verificaram que a
sensibilidade da andlise por GCxGC/TOFMS foi consideravelmente
aumentada quando comparada a 1D-GC/TOFMS. A GCxGC ainda pro-
porcionou a separagio cromatografica de alguns compostos que coeluem
quando analisados por GC/MS; embora estes tenham sido identificados
por deconvolugio espectral na cromatografia monodimensional. Além
disso, a GCxGC possibilita a obtencdo de espectros de massas mais
nitidos, evitando assim a possivel confirmagdo de falsos positivos. O
aumento de sensibilidade analitica da GCxGC/NPD (NPD, detector
de nitrogénio e fésforo) quando comparada a GC/NPD, para andlise
de vegetais, foi verificado por Khummueng e colaboradores,'” visto
que a soma das alturas dos picos cromatograficos obtidos pela técnica
bidimensional abrangente foi cerca de 20 vezes maior do que as obtidas
na técnica monodimensional.

O potencial da GCxGC/UECD foi verificado por Bordajandi e
colaboradores'® através de desenvolvimento de método para determina-
¢do de poluentes quirais, como toxafeno em 6leo de peixe. O método
descrito para determinac@o de cinco congéneros do toxafeno com coluna
enantiosseletiva na 'D providenciou completa separagio dos isdmeros,
enquanto que para a 1D-GC, com a mesma coluna enantiosseletiva, ocor-
reu sobreposi¢ao de dois compostos. Além disso, a GCxGC possibilitou
excelente separacao entre os compostos estudados e os interferentes da
matriz complexa.

Korytdr e colaboradores' avaliaram a separacido de 12 diferentes
classes de poluentes, dentre eles agrotoxicos da classe dos organoclo-
rados e toxafeno, por GCxGC/UECD. Nesse estudo foram utilizados
5 conjuntos de colunas, sendo que em todas as combinagdes a fase
estaciondria apolar 100% dimetilpolissiloxano (DB-1) ou semelhante foi
empregada para a separa¢do na 'D. A fase estaciondria constituida de 65%
fenilmetilpolissiloxano (007-65HT) proporcionou melhor separagio para
os agrotéxicos organoclorados e também possibilitou a ordenagao estru-
tural dos congéneros do toxafeno, baseada no nimero de substituintes
clorados. A fase estaciondria contendo 70 a 90% de grupos ciano (VF-
23ms) proporcionou excelente separagdo na *D para os organoclorados e
toxafeno, embora ndo tenha sido possivel visualizar a separagao de todas
as doze classes estudadas. Para avaliar o potencial da técnica, os autores
determinaram dibenzodioxinas e dibenzofuranos policlorados (PCDD/F)
em amostras de sedimentos e éteres difenilicos polibromados (PBDEs)
e alcanos policlorados (PCAs) em amostras de poeira.

O nimero de publicagdes cientificas contemplando a determinagao
de agrotoxicos por GCxGC ainda € relativamente pequeno, mas sufi-
ciente para demonstrar as potenciais vantagens da técnica em relagio a
1D-GC.*Nio € do conhecimento destes autores a existéncia de artigos
publicados envolvendo a determinagiio de agrotoxicos por GCxGC/
UECD em sedimentos.

Quim. Nova

Este estudo tem por objetivo o desenvolvimento de métodos
analiticos por 1D-GC/UECD e GCxGC/UECD para a determinacdo
de oito agrotoxicos de diferentes classes quimicas em sedimentos
de rios provenientes de regides sob influéncia da cultura do arroz,
utilizados no estado do Rio Grande do Sul, uma vez que o mesmo €
responsével por 61% da produg@o deste cereal no pafs.! Estes niveis
de producio sdo alcangados através do intenso uso de agrotoxicos
durante o plantio.

PARTE EXPERIMENTAL
Os sedimentos e agrotéxicos estudados

Para os estudos qualitativos, como verificacdo da complexidade
da matriz, foram analisadas duas amostras de sedimentos de pontos
localizados em diferentes bacias hidricas: Rio Gravatai (latitude sul
=29° 56’ 10” e longitude oeste = 50° 36’ 05”) e Rio Santa Maria
(latitude sul = 30° 52° 15” e longitude oeste = 55° 20’ 57”°). Foram
coletados em média 1 kg de sedimento com auxilio de pa de aco
inoxiddvel, proximo a margem e em locais de deposicdo de particulas
finas e de pouca profundidade. Os sedimentos foram armazenados
em frascos de vidro e transportados a 4 °C até o laboratdrio, onde
foram congelados a—18 °C em freezer antes do processo de extragao.

Os compostos estudados foram triclorfom, propanil, fipronil, pro-
piconazol, trifloxistrobina, permetrina, difenoconazol e azoxistrobina
(pureza>97%, Sigma-Aldrich, Seelze, Alemanha). Estes agrotéxicos
sdo largamente empregados na agricultura, mais especificamente
na cultura do arroz da regido do Rio Santa Maria no estado do Rio
Grande do Sul.*'?2 A quimica Ewelin Canizares, da FEPAM, realizou
pesquisa com os agricultores e com os trabalhadores que fazem a
aplicagdo desses compostos na lavoura, bem como com a EMBRAPA
para embasar a escolha dos agrotéxicos. A Tabela 1 apresenta algu-
mas caracteristicas e estruturas quimicas dos compostos estudados.

Extracio das amostras de sedimentos

O processo de extracdo empregado estd baseado no método
reportado por You e colaboradores.”® A dgua residual presente no
sedimento foi retirada e 0 mesmo foi homogeneizado. Em seguida,
foi parcialmente seco ao ar, a temperatura ambiente, em vidros de
relégio. Para a etapa de extracdo, foram pesados 20 g de sedimento
e adicionados a este, 40 g de sulfato de sédio anidro (Quimex, SP,
Brasil), procedendo-se 8 homogeneizagdo do material. Uma aliquota
de 50 mL de uma solug@o 50:50 v/v de acetona:diclorometano foi
adicionada a amostra, e esta foi submetida a extra¢do em 3 ciclos de
15 min no banho de ultrassom Maxiclean (Unique, Indaiatuba, SP,
Brasil) com poténcia de 120 W. A etapa de purifica¢do (clean up)
foi realizada em colunas de vidro de 30 cm de altura por 14 mm de
diametro interno, contendo 10 g de Florisil (60-100 mesh; T.J. Baker,
Phillipsburg, EUA) ativado a 90 °C por 12 h e, posteriormente, par-
cialmente desativado com dgua destilada (6% m/v). No topo da coluna
foi colocado aproximadamente 1 cm de sulfato de sédio anidro para
reter qualquer umidade residual. A elui¢do dos analitos foi realizada
com 50 mL de solucdo 30% de éter etilico em hexano. O extrato foi
levado a secura e o residuo final dissolvido com 1,5 mL de hexano.
Todos os solventes utilizados para extragdo eram de grau analitico
(Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e bidestilados.

Desenvolvimento dos métodos cromatograficos
As andlises por 1D-GC e GCxGC foram realizadas em um croma-

tografo Agilent 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA)
com UECD, equipado com amostrador automatico Combi PAL (CTC
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Tabela 1. Agrotdxicos estudados, uso, grupo quimico e férmula estrutural

Nome Uso Grupo Quimico
Triclorfom (1) Inseticida Organofosforado
Propanil (2) Herbicida Anilida
Fipronil (3) Inseticida Pirazol
Propiconazol (4) Fungicida Triazol
Trifloxistrobina (5) Fungicida Estrobilurina
Permetrina (6) Inseticida Piretréide
Difenoconazol (7) Fungicida Triazol
Azoxistrobina (8) Fungicida Estrobilurina
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Analytics AG, Zwingen, Sui¢a). O cromatdgrafo também possui um
forno secunddrio (Leco, St. Joseph, MI, EUA) utilizado nas anlises
por GCxGC e um modulador térmico de dois estdgios com quatro jatos
(quad jet) de N, (dois jatos quentes e dois frios que sdo resfriados por
N, liquido). Durante o desenvolvimento dos métodos foram utilizadas
colunas cromatograficas de diferentes fases estaciondrias, que estdo
apresentadas na Tabela 2. Outros parametros experimentais que in-
fluenciam na andlise dos compostos estudados, tais como programagao
de temperatura do forno, temperatura do injetor (250, 280 e 300 °C) e
fluxo de gés de make up (Nz. 99,999%, Linde Gas) foram otimizados
para a andlise por GC/UECD. O fluxo de gés de arraste (H,, 99,999%,
Linde Gas) utilizado nos experimentos foi de 2 mL min™. A partir dos
melhores resultados obtidos para a 1D-GC, parametros como periodo
de modulacdo, diferenca de temperatura entre forno primdrio e secun-
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dério e duragdo do jato quente foram otimizados para as analises por
GCxGC/UECD, utilizando-se diferentes jogos de colunas.

Para a verificagdo dos tempos de reten¢do dos analitos, foi
realizada a injecdo de solucdo padrido contendo os nove compostos
(oito agrotéxicos e um padrao interno - 3,4,5-tricloroguaiacol para
posterior estudo quantitativo), na concentragdo de 100 pg L. As
solugdes padrio estoque foram preparadas pesando-se os agrotdxicos
em frascos individuais em balanca analitica de precisdo (Shimadzu,
AY?220, Quioto, Japao) e dissolvendo-os em acetato de etila grau
HPLC (Mallincrrodt, Phillipsburg, EUA) em baldes volumétricos
de 5 mL, previamente silanizados. As dilui¢des posteriores foram
também feitas em baldes volumétricos de 5 mL e em acetato de
etila, utilizando-se micropipeta (Brand, Wertheim, Alemanha) para
coleta das aliquotas. Todas as solu¢des foram guardadas em freezer
a—18 °C e em frascos de vidro ambar silanizados. As injecdes foram
realizadas com volume de 1 pL, sem divisdo de fluxo e com pulso
de pressdo de 60 psi. Durante todas as andlises, a temperatura do
detector foi mantida entre 20-25 °C acima da temperatura mais alta
do forno, a fim de evitar e/ou diminuir o efeito de cauda nos picos e
manter a célula do detector limpa.*

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cromatografia gasosa monodimensional (1D-GC)

Inicialmente foram feitos testes para verificar a influéncia do gas
de make up (N,) na resposta do detector aos diferentes agrotoxicos,
empregando-se para isto a coluna HP-50+. Os fluxos testados foram de
30 e 60 mL min™, que sdo os recomendados pelo manual do fabricante.**
A condig¢@o de 30 mL min™' foi considerada a mais apropriada devido
a obtengdo das melhores intensidades de sinal para os agrot6xicos em
estudo e, por esta razdo, nos experimentos posteriores essa condicao
foi mantida. A diminuicdo de fluxo de gds de make up faz com que o
efeito de diluicdo dos compostos no detector seja minimizado, com
consequente diminui¢do na largura da base dos picos, proporcionan-
do melhor desempenho no processo cromatografico. A partir dessa
condi¢do foram realizadas inje¢des sem divisdo de fluxo com pulso
de pressao de 60 psi com diferentes periodos de duracio, a fim de se
obter uma transferéncia mais rdpida da banda cromatogréfica para o
interior da coluna, bem como o consequente estreitamento e aumento
de intensidade da mesma.” A literatura reporta algumas vantagens da
utiliza¢@o da injecdo com pulso de pressdo, tais como o aumento da
velocidade de transferéncia de analitos com elevado ponto de ebulicio
e de compostos que possam ser adsorvidos no injetor, redugdo do
tempo de residéncia da amostra no injetor, aumento da capacidade do
mesmo, em fun¢io do volume de vapor ser inversamente proporcional
a pressdo.?® Verificou-se que a elui¢do do triclorfom durante o pulso
de pressdo faz com que a intensidade de sinal deste pico aumente des-
proporcionalmente em relagio aos demais analitos, podendo também
ocorrer coeluicdo do triclorfom com o pico cromatogréfico do sol-
vente. A escolha de um pulso de pressdo cuja duragdo seja apropriada
(36,6 s para HP-50+ e DB-WAXetr; 29,4 s para DB-5) resulta em
um gerenciamento adequado destes fendmenos, proporcionando uma
condi¢do cromatografica satisfatdria. As trés colunas utilizadas para os
experimentos apresentam dimensdes idénticas, mas fases estaciondrias
diferenciadas, o que implica em tempos de retengdo distintos para os
analitos e solvente em cada fase.

Outras duas fases estaciondrias foram utilizadas na 1D-GC e di-
versos testes de programagao de temperatura do forno foram testados.
A Tabela 3 apresenta as condi¢des analiticas que resultaram na melhor
performance cromatografica para cada coluna capilar empregada. A
DB-5 foi a coluna cromatografica que permitiu a melhor separagdo
de todos os compostos em um menor tempo de andlise.
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Tabela 2. Colunas utilizadas nas otimiza¢des dos parametros cromatograficos paxa 1D-GC e GCxGC

Conj. de Primeira Dimensdo ('D) e para 1D-GC* Segunda Dimensdo (°D)

Colunas Nome Fase estaciondria Nome Fase estaciondria Dimensoes

1) DB-5 5% difenil-95% dimetilpolissiloxano DB-17ms 50% fenil-50% metilpolissiloxano 1,70 m x 0,18 mm x 0,18 um
2) HP-50+ 50% fenil - 50% metilpolissiloxano DB-1ms 100% metilpolissiloxano 1,70 m x 0,10 mm x 0,10 um

* As dimensdes das colunas empregadas em 1D-GC ou na 'D foram sempre 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm. A coluna DB-WAXetr possui fase estaciondria con-

stituida por 100% polietilenoglicol.

Tabela 3. Condi¢des cromatograficas obtidas para 1D-GC

Condicoes
HP-50+

Colunas cromatograficas
DB-5 DB-WAXetr

Programacdo de 50 °C (1,5 min) - 30 °C min'/190 °C - 5 °C

Temperatura (T) do Forno min'/220 °C-7 °C min™'/255 °C (44 min)
T do Injetor (°C) 280
T do Detector (°C) 280
Pulso de Pressio (s) 36,6

60 °C (2,53 min) — 35 °C min"'/180 °C
—4°Cmin*/240 °C - 12 °C min™ /300 °C (2

40°C (1,5)— 12 °C min"/ 100 °C - 30
°C min" /235 °C (44 min)

min)

280 260
325 260
29,4 36,6

Sabendo-se que a DB-5 apresenta maior resisténcia a tempera-
turas elevadas do que a HP-50+ (325 e 280 °C em condig¢ao isotér-
mica, respectivamente), foram realizados testes com trés diferentes
temperaturas de injegdo — 250, 280 e 300 °C — a fim de verificar a
influéncia deste parametro no sinal cromatografico obtido para os
compostos em estudo. De acordo com a Figura 1, os dados indica-
ram que, de forma geral, nfo hd diferenca significativa nas alturas
relativas dos picos nas temperaturas de 280 e 300 °C. Contudo, a
temperatura de 280 °C foi escolhida por ter propiciado maior in-
tensidade do sinal cromatografico do componente fipronil. Zhang
e colaboradores?” também verificaram que ocorre uma melhora do
sinal cromatografico para vdrios analitos, quando da utilizacdo de
temperaturas mais elevadas no injetor.
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Figura 1. Comparagao das médias das respostas relativas dos picos cromatogrd-
ficos (n=3) para diferentes temperaturas de injegdo. 1) Triclorfom, 2) propanil, 3)
fipronil, 4) propiconazol I, 5) propiconazol II, 6) trifloxistrobina, 7 e 8) permetrina
cis e trans, 9) difenoconazol I, 10) difenoconazol II e 11) azoxistrobina

Em fungdo da baixa temperatura maxima de trabalho em con-
dicdo isotérmica para a coluna DB-WAXetr, de fase estaciondria
100% polietilenoglicol, observou-se que, mesmo apés 180 min
a 235 °C, nado houve a elui¢do de dois dos compostos - difeno-
conazol e azoxistrobina - 0s quais possuem massas moleculares
maiores do que as dos demais analitos (406,2 e 403,4 g mol”,
respectivamente). Tal fato inviabiliza o uso da DB-WAXetr. Além
da dificuldade de elui¢d@o destes compostos, constatou-se que essa

coluna possivelmente provocou sor¢@o parcial dos compostos,
devido a sua alta polaridade. Isto pode ser observado através da
baixa intensidade dos sinais cromatograficos, quando comparados
aqueles obtidos em andlises feitas com as mesmas solu¢des em
outras fases estaciondrias.

O uso da DB-5 oferece vantagens em relagdo a HP-50+, pois
além de proporcionar menor tempo de andlise na separagdo dos
nove compostos (27,9 e 61,1 min, respectivamente), ainda oferece
melhor resolucdo na separagdo dos picos cromatograficos, com
excecdo do propiconazol Il e do trifloxistrobina que apresentaram
resolucdo de 1,26 e 2,04 para DB-5 e HP-50+, respectivamente.
A coluna DB-5 também proporcionou a separagdo dos dois isd-
meros do difenoconazol com resolu¢do de 0,89, enquanto que na
HP-50+ estes dois isdmeros coeluem. Isto se deve as diferencgas
nas interacdes entre analito e fase estaciondria e também ao fato
de a DB-5 permitir o emprego de uma temperatura maxima maior
(300 °C) na andlise cromatografica do que a temperatura maxima
da HP-50+(255 °C).

O fator de assimetria (A ) de um pico cromatografico estd
diretamente relacionado a eficiéncia cromatografica. Fatores de
assimetria entre 0,8 e 1,2 sdo considerados satisfatérios, com pouca
ou nenhuma influéncia de cauda nos picos cromatograficos. Tanto a
HP-50+ quanto a DB-5 apresentaram, em geral, valores satisfatorios
de assimetria. A Tabela 4 apresenta os fatores de assimetria para
0s picos cromatogréficos e os tempos de retencéo obtidos para os
compostos estudados. Esse fator foi calculado utilizando-se a razdo
entre as larguras B e A a 10% da altura do pico, conforme Figura 2.

N =
'm

F

Figura 2. Representagdo de um pico cromatogrdfico genérico, ilustrando os
parametros empregados para cdlculo do fator de assimetria

A luz dos resultados obtidos para os varios testes realizados
com as trés colunas cromatograficas, a DB-5 foi escolhida por sua
melhor performance.
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Tabela 4. Tempos de retengdo (z,), fatores de assimetria (A) e desvio pa-
drao (DP) obtidos para os compostos estudados com as diferentes colunas

cromatogréficas
Analito ' HP-50+ . DB-5
t,(min) A_(DP) t. (min) A_(DP)

Triclorfom 0,77 1,4 (0,07) 0,59 2,0 (0,87)
Tricloroguaiacol (PI) 7,74 1,5 (0,29) 7,46 1,0 (0,24)
Propanil 10,93 1,0 (0,00) 9,90 1,5 (0,29)
Fipronil 11,77 0,8 (0,14) 12,59 1,0 (0,19)
Propiconazol I 16,54 1,0 (0,19) 16,75 1,0 (0,00)
Propiconazol II 16,63 1,3(0,34) 16,98 1,3(0,33)
Trifloxistrobina 16,87 1,0 (0,14) 17,14 1,1 (0,23)
Permetrina I 21,79 0,9 (0,08) 22,43 1,0 (0,14)
Permetrina I 22,19 1,0 (0,07) 22,65 1,0 (0,19)
*PDifenoconazol I 36,80 - 25,24 1,5 (0,00)
*Difenoconazol 11 - - 25,31 1,0 (0,24)
Azoxistrobina 57,35 1,1 (0,07) 25,89 0,7 (0,19)

*Q fator de assimetria para o difenoconazol, com a utilizagdo da coluna
HP-50+, ndo foi calculado em fun¢@o da coeluigdo parcial entre os isdmeros.

Cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC)

De acordo com Kristenson e colaboradores,” quanto maior o fluxo
do gas de make up na determinagao de compostos por GCxGC/UECD,
menor € o efeito de cauda observado nos picos cromatograficos. Con-
tudo, o efeito de diluicdo dos compostos no detector € maior. Tendo
por base os resultados destes pesquisadores e também de outros,'3*° o
fluxo de nitrogénioutilizado para todos os experimentos foi de 150 mL
min’!, que € o fluxo maximo permitido pelo equipamento. A Tabela 5
apresenta as melhores condi¢des de andlise obtidas para a GCxGC.

Pardmetros como periodo de modulag@o e duragio dos jatos quen-
tes foram testados para todos os conjuntos de colunas. Os maximos
periodos testados para a duragdo do jato quente foram de 30% do
periodo de modulacdo. A Tabela 6 apresenta os tempos de retencdo
na primeira e segunda dimensdes, obtidos para os analitos com a
utilizagdo dos diferentes jogos de colunas, bem como os fatores de
assimetria encontrados para as diferentes duragdes de jato quente. O
texto a seguir discute os resultados obtidos.

Conjunto de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms)

Inicialmente, foram testados diferentes periodos de modulagio
(P,):2,4,6,7¢8s. Destes, foi escolhido 7 s, pois neste P, foi obser-
vada a melhor distribui¢do de picos no diagrama de cores. A duragio
do jato quente € um fator importante na andlise, pois pode influenciar
no formato e intensidade dos picos.’! Com isso, foram testadas di-
ferentes duracdes do jato, tais como 0,6 s (valor padrdo de operagio
do equipamento); 1,4; 1,75 e 2,1 s. Os fatores de assimetria para esse
conjunto de colunas foram calculados levando-se em consideracdo o
pico modulado mais intenso.'” Para uma duragio de 0,6 s, a simetria

Tabela 5. Condi¢des cromatograficas obtidas para GCxGC

Desenvolvimento de métodos analiticos para determinag@o de agrotxicos 595

dos picos no diagrama de cores € bastante distorcida, fazendo com
que ocorra coeluicdo parcial entre alguns compostos e, portanto, o
fator de assimetria nio foi calculado para esse pardmetro. Com a
utilizagdo de uma durag@o de jato quente de 2,1 s, houve melhoria
da simetria dos picos relativamente aos demais periodos testados.
Cabe acrescentar que as diferentes duracdes de jato quente testadas
ndo contribuiram com aumento de sinal analitico dos compostos.

A diferenga de temperatura utilizada entre o forno primadrio e
secunddrio foi mantida em 5 °C, visto que, devido aos mdximos de
temperatura permitidos para cada coluna, ndo foi possivel variar
este parametro.

Conjunto de colunas n°2 (HP-50+/DB-1ms)

Os periodos de modulagdo testados foram de 2, 4 e 6 s e as di-
ferencas de temperaturas entre os fornos foram de 5, 20, 30 e 40 °C.
Devido a maior resisténcia de temperatura da coluna da ?D (DB-1ms),
o método anteriormente utilizado para 1D-GC foi modificado ao final
para uma isoterma a 280 °C (temperatura limite da HP-50+, no modo
isotérmico) com duragdo de 30 min. Esse aumento de temperatura
possibilitou diminui¢éo no tempo total de andlise em relagdo a 1D-GC,
jd que os compostos eluiram em menor tempo de retengdo. O P, que
resultou em melhor distribui¢do dos picos cromatograficos no espaco
de separacdo foi o de 4 s. A variagdo da diferenga de temperatura
entre os fornos nio contribuiu para melhor separacio dos compostos
e também ndo favoreceu o aumento da intensidade de sinal dos picos
cromatogréficos. Entretanto, constatou-se que com uma diferenca de
5 °C entre o forno primdrio e o secunddrio, os analitos distribuiram-se
amplamente no espago de separacdo, de forma a melhor aproveita-lo.

Um terceiro pardmetro otimizado foi a duragdo do jato quente.
Os valores testados foram de 0,6; 0,8; 1; e 1,2 s. De forma geral, ndo
houve melhoria na simetria dos picos, quando se alterou a duragdo
do jato quente, sendo que esse fator foi calculado da mesma forma
como para o conjunto de colunas n°1. Nenhum dos valores testados
contribuiu para a obtencdo de bons resultados para a simetria. Em
relagdo a altura dos picos, as maiores intensidades foram obtidas com
autilizacdo dos jatos quentes com duragdes de 0,8 e 1,2 s, sendo que
as alturas observadas foram muito préximas para esses dois valores.
A duragdo de 0,8 s foi escolhida em fung¢do dos valores de assimetria
obtidos serem mais préximos dos valores aceitdveis e por apresentar
menor desvio padrao, em comparacio com os outros valores testados.

Comparacio entre os jogos de colunas DB-5/DB-17ms e HP-
50+/DB-1ms

O conjunto de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms) proporcionou
melhores resultados analiticos em relacao ao n°2 (HP-50+/DB-1ms)
devido ao menor tempo de andlise (29,4 min para o conjunto n°l e
35,7 min para o conjunto n°2) e melhor resolugdo para permetrina
(R,=0,72 paraoconj.n°l e R_=0,36 para o conj. n°2). A resolugdo
entre o propiconazol e trifloxistrobina foi de 0,6 para os dois jogos de
colunas. Diferentemente da 1D-GC, na GCxGC mais de dois picos

Conj. Temperatura (°C) Tempo (s)
Colunas Programagdo do Forno Injetor Detector AT entre os Fornos P, Jato Quente
60 °C (2,53 min) — 35 °C min'//180 °C - 4°C min™' /240 °C
M — 10 °C min"'/295 °C (3 min) 280 320 > 7 21
50 °C (1,5 min) — 50 °C min'/190 °C — 5 °C min"' /220 °C
@) (1,5 min) i i 280 335 5 4 0.8

—5°C min'/280 °C (12 min)

A temperatura do modulador foi mantida a 20 °C acima da temperatura do forno primdrio. P, € o periodo de modulag@o em segundos.
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Tabela 6. Tempos de retencio, fatores de assimetria (*A ) e desvio padrdo para os picos na ?D com a utilizagdo de diferentes duragdes de jato quente

DB-5/DB-17ms HP-50+/DB-1ms

Analito 't (min)’t,(s) 14 f;l;agao dos ]azt’ols duentes (S())’/SDCSVIO pad;z’i(()) 12 't (min)*,(s)

Triclorfom 2,80 2,06 1,2/0,08 1,1/0,00 1,8/0,14 1,9/0,46 1,7/0,46 1,4/0,00 2,20 1,58
Tricloroguaiacol (PI) 7,93 3,16 1,8/0,11 2,1/0,38 1,4/0,21 2,7/0,87 3,4/0,87 2,9/0,62 7,60 1,80
Propanil 10,61 5,94 1,5/0,03 1,6/0,03 1,1/0,31 3,6/0,29 3,9/0,29 3,6/0,48 10,80 2,12
Fipronil 13,41 4,94 1,3/0,07 1,3/0,07 1,3/0,03 1,5/0,00 1,5/0,00 2,0/0,28 11,66 2,76
Propiconazol I 17,85 1,36 1,3/0,11 1,4/0,07 1,2/0,12 1,9/0,36 1,9/0,36 2,0/0,12 16,60 2,40
Propiconazol 11 18,08 1,30 1,3/0,10 1,4/0,03 1,2/0,06 - - - - -

Trifloxistrobina 18,2 0,90 1,1/0,07 1,1/0,11 1,2/0,10 2,1/0,36 2,0/0,36 1,8/0,21 16,86 2,16
Permetrina I 23,33 6,00 1,3/0,03 1,3/0,10 1,2/0,09 1,8/0,18 1,9/0,18 1,9/0,16 20,53 2,26
Permetrina II 23,56 5,84 1,1/0,03 1,2/0,03 1,2/0,08 2,4/0,00 2,4/0,00 1,9/0,13 20,73 2,24
Difenoconazol 26,36 5,94 1,3/0,03 1,5/0,08 1,3/0,04 2,1/0,17 1,9/0,17 2,2/0,26 26,80 322
Azoxistrobina 27,18 1,40 1,3/0,12 1,3/0,06 1,2/0,11 2,2/0,23 2,3/0,36 2,2/0,20 34,06 3,44

podem ser considerados como vizinhos de um determinado analito
e este novo conceito de vizinhanca foi introduzido por Schure,*
que foi o primeiro autor a propor a abordagem relacionada a teoria
da razdo vale-pico para cromatografia bidimensional. Para tanto,
utiliza-se a distdncia entre os mdximos de dois picos, o ponto de
menor intensidade na reta entre estes dois picos e os valores de
intensidade nesses trés pontos. Contudo, essa abordagem € vélida
apenas para picos gaussianos. Peters e colaboradores* propuseram
uma abordagem para cdlculo de resolucio baseada na teoria da razdo
vale-pico (monodimensional), a qual pode ser aplicada tanto para
picos gaussianos, quanto ndo gaussianos. Por outro lado, Adam e
colaboradores** calcularam a resolu¢do em GCxGC como sendo a
média euclidiana das resolu¢des em cada uma das duas dimensdes.
Neste trabalho, as resolugdes foram calculadas de acordo com esta
ultima abordagem.

Em relacdo ao fator de assimetria dos picos, o conjunto n°1
apresentou melhores resultados, com valores entre 1,1 e 1,8 para o
jato quente de 2,1 s, sendo que apenas quatro compostos apresenta-
ram valores de assimetria acima de 1,2 (triclorfom, tricloroguaiacol,
fipronil e difenoconazol). O uso do conjunto n°2 ndo resultou em
fatores de assimetria satisfatorios, apresentando valores entre 1,5
a 3,6. Apesar do conjunto n°1 ter proporcionado maior aproveita-
mento do espago de separacdo, o conjunto n°2 apresentou picos
mais estreitos na *D, o que resulta em aumento de sensibilidade
pelo aumento na intensidade de sinal analitico e, eventualmente,
aumento na capacidade de pico. Os picos modulados foram cerca
de 8 a 62% mais estreitos que os obtidos para o conjunto n°1, com
exce¢do do triclorfom e propanil, que apresentaram picos mais
largos, de 31 e 15%, respectivamente.

A maioria dos trabalhos reportados na literatura apresenta o jogo
convencional de colunas (fase estaciondria apolar na 'D e polar na
D) como sendo o que proporciona melhores resultados de anélise
para agrotéxicos em diversas matrizes.'®3 Khummueng e colabo-
radores'” avaliaram trés conjuntos de colunas para determinagao de
fungicidas em vegetais, sendo dois conjuntos de geometria inversa
(fase estaciondria polar ou de média polaridade na 'D e apolar na
’D) e um conjunto de geometria convencional. O conjunto de co-
lunas convencional foi considerado o mais eficiente, pois resultou
na separacio de todos os compostos estudados e em bons formatos
de pico. Entretanto, Bordajandi e colaboradores® verificaram que,
para a determinacdo de organoclorados, os melhores resultados
de separagdo foram obtidos com conjunto de colunas polar versus
ndo polar, apesar da restricao de ortogonalidade caracterizada pela
utilizagdo de um conjunto inverso de colunas. Em concordancia com
a maior parte dos estudos relatados anteriormente, o conjunto de

colunas n°1 (DB-5/DB-17ms) apresentou melhor aproveitamento
do espaco de separacdo, com ampla distribui¢do dos analitos na °D,
o que € uma caracteristica importante e desejavel quando da andlise
de amostras complexas.

Analise de amostras reais de sedimentos

A aplicabilidade dos métodos por 1D-GC com a coluna
DB-5 e GCxGC com o jogo de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms) foi
investigada através da andlise de duas amostras de sedimentos.
Em nenhuma das amostras foi verificada a presenca dos analitos
estudados, mas percebe-se claramente, através do cromatograma
de uma amostra fortificada com compostos padrao (Figura 3), que
a andlise por 1D-GC traria prejuizo a quantificag@o, caso fossem
encontrados os analitos nas amostras, devido a coelui¢do dos
mesmos com constituintes da matriz.

LY

Intensidade de sinal (10°)
N W

AU
6 10 13 16

Tempo de retencio na*D (s)

Tempo de reteng¢do na 'D (min)

Figura 3. Cromatogramas do extrato da amostra de sedimento (A) monodi-
mensional; (B) amostra de sedimento fortificada com 500 ug L de mistura
dos padrées. 1) Triclorfom, 2) tricloroguaiacol (PI), 3) propanil, 4) fipronil,
5) propiconazol I e 11, 6) trifloxistrobina, 7) permetrina cis e trans, 8) difeno-
conazol I e I e 9) azoxistrobina. As setas indicam os interferentes da matriz
que coeluem com os analitos na 1D-GC
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Uma das técnicas mais empregadas para separacio e andlise
quantitativa de agrotéxicos em sedimentos ¢ a GC/MS no modo
monitoramento de ion selecionado (SIM). Neste caso, mesmo no
modo SIM, € possivel que ocorram coelui¢des com interferentes que
apresentam em sua estrutura os fons escolhidos para o monitoramento
dos analitos. A separagdo em duas dimensdes, proporcionada pela
GCxGC, minimiza a possibilidade de coelui¢des. Em estudo realizado
por Smalling e colaboradores®” para determinagio de agrotéxicos em
sedimento foram verificados os limites de deteccdo instrumentais
para 85 agrotéxicos, por GC/LECD e GC/MS. Os resultados obtidos
mostraram a grande sensibilidade da GC/UECD, pois os limites de
detecc@o foram mais baixos para essa técnica (0,5 a 1 ug kg!' para
GC/UECD e 1 a2 ug kg para GC/MS).

A maior seletividade e capacidade de pico do sistema GCxGC
proporcionaram a possibilidade de separacéo entre os analitos e os
interferentes da matriz, fazendo com que seja possivel o emprego da
GCxGC com um detector seletivo, como o LECD para determinacio
desses compostos em sedimentos. Outra op¢io seria o uso de um de-
tector universal, como o TOFMS, que permite deconvolugio espectral
nos casos de coeluiciio. Entretanto, o seu custo € ainda proibitivo
para muitos laboratdrios. Por outro lado, o custo de um GCxGC/
UECD se assemelha ao de um GC/MS. O uECD € um detector
que apresenta alta sensibilidade e seletividade para a determinacao
de compostos halogenados.*® Essas importantes caracteristicas de
deteccdo quando aliadas ao potencial de separacio da cromatografia
gasosa bidimensional abrangente propiciam 6timos resultados de
separacio e deteccdo. Assim, os resultados obtidos até agora apontam
para o desenvolvimento de um método analitico para determinacdo
destes 8 agrotdxicos em sedimentos localizados em dreas proximas
as lavouras de arroz.

CONCLUSOES

A andlise das amostras de sedimentos por GCxGC, devido a alta
seletividade e capacidade de pico da técnica, possibilita a separagdo
dos 8 agrotéxicos com menor probabilidade de interferéncia de cons-
tituintes da matriz. Através dos cromatogramas das amostras fortifi-
cadas com padrdes dos agrotoxicos ficou evidente o maior potencial
da técnica GCxGC (conjunto de colunas DB-5/DB-17ms) em relacéo
a 1D-GC para a separagdo e quantificacao dos compostos estudados.
Em relac@o ao tempo de andlise, as duas metodologias praticamente
se equivalem, com 27,9 min para 1D-GC e 29,4 min para GCxGC.

Os resultados obtidos até agora apontam para a possibilidade de
desenvolvimento de um método analitico para determinag@o destes 8
agrotoxicos, provenientes da orizicultura do Rio Grande do Sul, em
sedimentos, através do emprego de GCxGC/ULECD, sem a necessidade
de emprego de um detector de mais alto custo, como o TOFMS. Tal
método poderd, futuramente, contribuir para o monitoramento de
rotina da qualidade ambiental dos sedimentos localizados em sitios
proximos a lavoura de arroz neste estado.
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